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Zamyslané pouzitie/tGcel

Na purifikdciu genémovej DNA zo suprav na odber slin Oragene™ a ORAcollect™.

Stabilita pri pouzivani
PT-L2P-5 (5 ml) a PT-L2P-45 (45 ml) majt 30-mesac¢nu stabilitu pocas
pouzivania pri izbovej teplote.

Funkcie

e Optimalizovana chémia na maximalnu obnovu DNA zo vzoriek
odobratych z ustnej dutiny pomocou produktovych radov
Oragene a ORAcollect.

o Preukdzalo sa, ze poskytuje konzistentné vysledky pri
vysokomolekuldrnej DNA.

«  Skilovatelna metéda Cistenia pre velké alebo malé objemy vzoriek.

e Pohodlny pracovny postup s kompletnou technickou podporou od
zberu az po extrakciu.

e Cenovo vyhodna metdda, ktord si vyzaduje minimalne vybavenie.

Materialy
. PT-L2P-5 (5 ml) a/alebo PT-L2P-45 (45 ml)
e Prirucka produktu prepIT«L2P

Vystrahy a bezpecnostné opatrenia

o Len nalaboratérne pouzitie.

e Nepozivajte tekutu reagenciu.

«  NEPOUZIVAJTE, ak je obal poskodeny alebo ak je tesnenie vo viecku
lievika porusené alebo netesné.

«  Produkt prepIT+L2P NEPOUZIVAJTE po détume ,,Spotrebujte do*
uvedenom na flasi s reagenciou.

e Aksareagencia dostane do kontaktu s o¢ami alebo pokoZzkou, umyte
juvodou. NEPOZIVAJTE.

o Nahlaste akykolvek zavazny incident spolo¢nosti DNA Genotek a
prislusnému organu vo vasej krajine.

o Informacie o bezpe¢nej likviddcii nepouZitej reagencie najdete v karte
bezpeénostnych udajov (KBU).

«  KBU je k dispozicii na adrese www.dnagenotek.com.
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Obmedzenia pouzivania produktu
Produkt prepIT+L2P pouzivajte len podla pokynov uvedenych v tejto prirucke.

Preprava produktu preplT-L2P
Produkt prepIT+L2P sa modZe prepravovat pri teplote okolia ako laboratérna
reagencia. Nevyzaduje sa ziadna osobitnd manipuldcia.

Skladovanie produktu prepIT-L2P (doba skladovania)

Skladujte pri izbovej teplote. Cas skladovania pre produkty PT-L2P-5 (5 ml)
a PT-L2P-45 (45 ml) je 30 mesiacov, ak st spravne uzatvorené a skladované
pri izbovej teplote.

Likvidacia
Nepouzité, poskodené alebo netesné supravy zlikvidujte v sulade s prislusnymi
miestnymi a §tatnymi predpismi. Zlikvidujte ako laboratérny odpad.

Udrzba/opravy
Neuplatiiuje sa. Produkt prepIT«L2Pje reagencia — nevyzaduje sa ziadna udrzba
ani oprava.

Suhrn charakteristickych vlastnosti produktu

Purifikovand genémova DNA produktu prepIT+L2P zo suprav na odber slin
Oragene a ORAcollect poskytuje DNA vysokej kvality a mnozZstva, ktoré je
dostato¢né na pouzitie v nadvazujucich aplikdciach, ako je PCR, mikroanalyza
a sekvenovanie novej generacie.

Balenie produktu
Produkt prepIT+L2P je k dispozicii vo viacerych objemoch v zévislosti od
poctu pozadovanych preparatov. Napriklad:

Referencné/katalégové Objem na pripravu Pocet preparatov
¢islo produktu vzorky
PT-L2P-5 0,5ml 200
PT-L2P-45 0,5ml 2000
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Zaruky Laboratérny protokol k produktu preplIT™-

Uplné podmienky pre vietky produkty DNA Genotek najdete na stranke L2P na manualnu purifikdciu DNA z 500 pl vzorky
http://www.dnagenotek.com/ROW/terms/index.html.
Nasledujuci protokol podrobne opisuje, ako purifikovat DNA z 500 ul

Riesenie problémov alikvotnej casti vzorky.

Obritte sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti DNA Genotek na

adrese support@dnagenotek.com alebo zavolajte na ¢islo +1 (613) 723-5757, Zahrnuté reagencie

klapka 6. prepIT+L2P (kat. ¢. PT-L2P-5 alebo PT-L2P-45)

Vybavenie a reagencie

Mikrocentrifiiga schopna prevadzky pri 15 000 x g

1,5 ml mikroskimavky (napr. Axygen® kat. ¢. MCT-150-C)

Vzduchovy alebo vodny inkubator pri teplote 50 °C

Etanol (95 % az 100 %) pri izbovej teplote

Etanol (70 %) pri izbovej teplote

Tlmivy roztok na uchovévanie DNA: TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,
pH 8,0) alebo podobny roztok

Postup
Kroky cistenia Poznamky
1. Vzorku Oragene/ORAcollect « Tym sa zabezpeci spravne premiesanie
premiesavajte prevratenim viskdznych vzoriek.

alebo jemnym pretrepavanim
pocas niekolkych sekund.
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Kroky cistenia
Vzorku inkubujte pri teplote
50 °C vo vodnom inkubdtore
minimalne 1 hodinu alebo
vo vzdu$nom inkubdtore
minimalne 2 hodiny.

Poznamky

« Tento krok tepelnej Upravy je
nevyhnutny na zabezpecenie
primeraného uvolnenia DNA a trvalej
inaktivacie nukledz.

« Tento inkubacny krok sa moéze

vykonat kedykolvek po odbere vzorky

a pred jej precistenim.

Celd vzorka sa musi pred alikvotaciou

inkubovat v pévodnej odberovej

skumavke, aby sa zabezpecila
homogenita vzorky.

Vzorka sa moze inkubovat pri teplote

50 °C cez noc, ak je to vhodnejsie.

Vo vzduchovom inkubatore je

potrebny dlhsi ¢as, pretoze

vyrovnavanie teploty je pomalsie

ako vo vodnom inkubdtore.

Poznamka: Pouzitie vzduchového
inkubatora moze byt vhodnejsie,
pretoZe skimavky Oragene/ORAcollect
mozu vo vodnom kupeli plavat. Ak sa
musi pouzit vodny kupel, zabezpecte,
aby cast skimavky obsahujuca vzorku
zostala ponorend vo vode.

Kroky cistenia

Poznamky

Preneste 500 pl zmiesanej
vzorky do 1,5 ml

mikrocentrifugac¢nej skimavky.

« Zvysok vzorky sa moze skladovat pri
izbovej teplote (15 °C az 25 °C) alebo
sa mdze zmrazit.

V pripade potreby sa vzorka méze
skladovat zmrazend v skimavke
Oragene/ORAcollect pri teplote —20 °C
alebo sa moze preniest do
kryoliekovky na dlhodobé skladovanie
pri teplote -80 °C.

mikrocentrifigy v zname;j
orientdcii. Odstredujte pri
izbovej teplote 2 minuty
rychlostou 15 000 X g.

6. Odstredujte priizbovej teplote |« Dlhsia doba odstredovania

5 minut rychlostou 15 000 x g. (do 15 minut) moze byt prospesna
pre znizenie zékalu (vysoka A3;o)
konec¢ného roztoku DNA.

7. Opatrne preneste Ciry « Pelety obsahuju zakalené necistoty.
supernatant pomocou Ak sa nahodne narusia, skimavka
Spicky pipety do cerstvej by sa mala znovu odstredit.
mikrocentrifugac¢nej skimavky.

Pelety obsahujtice necistoty
zlikvidujte.

8. Pridajte 600 pl 95 % az 100 % « Pocas miesania s etanolom sa DNA
etanolu izbovej teploty. vyzraza. T4 sa moze prejavit ako
Jemne premiesajte 10-krat zrazenina vlakien DNA alebo ako
prevratenim. jemny precipitat v zavislosti od

mnozstva DNA vo vzorke.

+ Aj ked'sa nezisti ziadna zrazenina,
DNA sa ziska opatrnym dodrziavanim
dalsich krokov.

9. Vzorku nechajte stat priizbovej |« Inkubacia pri teplote -20 °C sa
teplote 10 minut, aby sa DNA neodporuca, pretoze spolu s DNA
Uplne precipitovala. sa mozu vyzrazat nedistoty.

10. Umiestnite skimavku do » Napriklad kazdu skimavku umiestnite

do mikrocentrifiigy tak, aby zavesna
Cast uzaveru smerovala od stredu
rotora. Po odstredeni je mozné
lokalizovat polohu pelety (aj ked je
prili$ mala na to, aby bola viditelnd);
bude sa nachadzat na konci skimavky
pod zdvesom.

Do mikrocentrifuga¢nej
skumavky pridajte 20 pl
(1/25 objemu) produktu
preplT-L2P a premiesajte
niekolkosekundovym
vortexovanim.

Vzorka sa zakali, pretoZe sa z nej
vyzrazaju necistoty a inhibitory.

Inkubujte na lade 10 minut.

Inkubaciu pri izbovej teplote mozno
nahradit, ale bude o nie¢o menej
uc¢inna pri odstrafiovani necistot.

. Opatrne odstrante supernatant

pomocou 3$picky pipety a
zlikvidujte ho. Davajte pozor,
aby ste nenarusili pelety DNA.

+ Tato peleta obsahuje DNA. Strata pelety
bude mat za nasledok stratu DNA.

- Otocenie skimavky tak, aby sa peleta

nachadzala na hornej stene, vdam

umozni bezpecne pohybovat $pickou

pipety po spodnej stene a odstranit

vsetok supernatant.

Supernatant moze obsahovat

necistoty a mal by sa ¢o najuplnejsie

odstranit.
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Kroky cistenia

Poznamky

12. Umyvanie etanolom: « Je délezité odstranit zo vzorky
Opatrne pridajte 250 pl 70 % vsetok etanol. Prenos etanolu moze
etanolu. Nechajte ho odstat ovplyvnit vykonnost testu.
pri izbovej teplote 1 minutu. « Po odstraneni 70 % etanolu sa
Uplne odstraiite etanol bez skimavka méze pulzne roztocit,
toho, aby ste narusili pelety. aby sa odstranil zvysny etanol.

- Dévajte pozor, aby ste nenarusili
pelety DNA. M6zu byt malé alebo
neviditelné.

« Ak sa peleta oddeli, odstredujte
vzorku 5 minut rychlostou 15 000 X g.

+ Nadmerné vysusenie pelety moze
stazit rozpustenie DNA.

13. Pridajte 100 pl roztoku TE + Ak je pozadovana vyssia koncentracia
(pozrite si stranu 5) na DNA, malo by sa pouzit 50 pl roztoku TE.
rozpustenie peletu DNA.

Vortexujte najmenej 5 sekuind.

14. Aby sa zabezpecila tpIna + Velké mnozstva vysokomolekularnej
rehydratacia DNA, inkubujte DNA sa mézu pomaly Uplne
pri izbovej teplote cez noc rehydratovat (rozpustit).

s naslednym virenim alebo + NeUplna rehydratacia DNA je pri¢inou

pri 50 °C pocas 1 hodiny nepresnosti pri odhade koncentracie

s obcasnym virenim. DNA a mozného zlyhania naslednych
aplikacii, ako je PCR.

15. Moznosti skladovania Uplne

rehydratovanej DNA:

a) V roztoku TE pri teplote
20 °C na dlhodobé
skladovanie. V pripade
potreby rozdelte na
alikvotné casti.

b) VTE priteplote 4 °Caz
2 mesiace.

10 Vynikajtice vzorky « Osvedceny vykon

Laboratorny protokol k produktu
preplIT-L2P

na manualnu purifikaciu DNA z celej vzorky

Poznamka: Tento protokol si na dosiahnutie optimalnych vysledkov vyzaduje
poutzitie centrifugy (bud s pevnym uhlom, alebo vykyvnym rotorom ), ktora
dokaze generovat najmenej 3 500 x g.

Nasledujtci protokol podrobne opisuje sposob purifikicie DNA z celej vzorky
(1 ml - 4 ml celkového objemu vzorky). Uvedené objemy by sa mali upravit
podla skuto¢ne odobratého objemu.

Zahrnuté reagencie
prepIT+L2P (kat. ¢. PT-L2P-5 alebo PT-L2P-45)

Vybavenie a reagencie

Odstredivka, ktora pojme 15 ml skiimavky a je schopnd vygenerovat
najmenej 3 500 x g (pozrite si tabulku ¢. 2)

15 ml kénické polypropylénové skiimavky (napr. BD Falcon® kat. ¢. 352196)
Mikrocentrifuga schopné prevadzky pri 15 000 x g (volitelné)

1,5 ml mikroskimavky (napr. Axygen® kat. ¢. MCT-150-C)

Vzduchovy alebo vodny inkubator pri teplote 50 °C

Etanol (95 % aZ 100 %) pri izbovej teplote

Etanol (70 %) pri izbovej teplote

TImivy roztok na uchovavanie DNA: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0) alebo podobny roztok
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Volitelna moznost: Kontrola pred ¢istenim (plati len pre vzorky Oragene;

nevyzaduje sa pre vzorky ORAcollect)

Odvdite vzorku, aby ste odhadli mnozstvo slin, ktoré poskytol darca (pozrite si
tabulku ¢&. 1). Mnozstvo odobratych slin je priamo tmerné mnozstvu ziskanej

DNA. Ak napriklad darca poskytol menej ako 2 ml slin, mali by ste o¢akavat,
Ze z tejto vzorky ziskate nizsi celkovy vytazok.

Hmotnost supravy (bez vzorky)

Po doruceni vzorky do laboratéria odporucame vzorku odvazit, aby sa
odhadlo, ¢i darca poskytol spravne mnozstvo slin. MoZete ocakévat urcita
variabilitu medzi darcami. Uvadza sa priemerna hmotnost prazdnej supravy
(tabulka ¢. 1). Na odhad mnozstva odobratej vzorky (za predpokladu 1 g/ml)

vykonajte nasledujuci vypocet:

Hmotnost siipravy obsahujiicej vzorku — hmotnost stipravy bez vzorky

Mnozstvo odobratej vzorky

Tabulka ¢. 1

Postup

Kroky ¢istenia

. Vzorku Oragene/ORAcollect

premiesavajte prevratenim
alebo jemnym pretrepavanim
pocas niekolkych sekund.

Poznamky
« Tym sa zabezpedi spravne
premiesanie viskoznych vzoriek.

. Vzorku inkubujte pri teplote

50 °C vo vodnom inkubdtore
minimalne 1 hodinu alebo
vo vzdu$nom inkubdatore
minimalne 2 hodiny.

« Tento krok tepelnej Upravy je
nevyhnutny na maximalizaciu
vytazku DNA a zabezpecenie trvalej
inaktivacie nukledz.

« Ak je to vhodnejsie, vzorka sa moze
inkubovat pri teplote 50 °C cez noc.

« Tento inkubacny krok sa moéze
vykonat kedykolvek po odbere
vzorky a pred purifikdciou DNA.

« Vo vzduchovom inkubatore je
potrebny dlhsi ¢as, pretoze
vyrovnavanie teploty je pomalsie
ako vo vodnom inkubdtore.

Poznamka: Pouzitie vzduchového
inkubatora moéze byt vhodnejsie,
pretoZe skimavky Oragene/ORAcollect
mozu vo vodnom kupeli plavat. Ak sa
musi pouzit vodny kupel, zabezpecte,
aby cast skimavky obsahujuca vzorku
zostala ponorend vo vode.

C. produktu Hmotnost stpravy bez vzorky

0G-500/0GD-500/0GR-500 6819
0G-510/0GD-510 5839
0G-575/0GD-575/0GR-575 5,669
ON-500 6479

ON-600 6,86 g
0G-600/0GD-600/0OGR-600 7,269
0G-610/0GD-610 6,289
0G-675/0GD-675/0GR-675 6,009
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Celud vzorku preneste do 15 ml
centrifugac¢nej skimavky
(obrézok ¢. 1). Zaznamenajte
objem vzorky.

Obrdzok ¢. 1: Pred prechodom ku
kroku 4 sa uistite, Ze celd vzorka bola
inkubovand a prenesend do novej
15 ml centrifugacnej skimavky,

ako je zndzornené na obrdzku.

+ Prenos sa méze uskutoc¢nit bud’
naliatim, alebo pipetovanim
sklenenou alebo plastovou pipetou.
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Kroky cistenia

4. Pridajte 1/25 objemu produktu
preplT-L2P a premiesajte
vortexovanim pocas niekolkych
sekdnd (obrazok ¢. 2).

Obrdzok ¢. 2: Po pridani PT-L2P a

10 mindtach inkubdcie na lade uz
vzorka nebude ¢ira, ale bude mat’
skor zakalenti farbu.

Poznamky
« Napr. k 4 ml vzorky pridajte 160 pl
produktu preplT-L2P.
« Vzorka sa zakali, pretoze sa z nej
precipituju necistoty a inhibitory.

Kroky cistenia

Poznamky

5. Inkubujte nalade 10 minut.

« Inkubacia pri izbovej teplote méze
byt nahradend, ale bude menej
ucinna pri odstrafiovani necistot.

6. Odstredujte pri izbovej teplote
10 minut ¢o najvyssou
rychlostou. Minimélne 3 500 X g.

Supernatant

Pelety
zakalenych
necistot

Obrdzok ¢. 3: Po odstredeni sa na dne
skumavky nahromadi zakaleny
materidl. Supernatant by mal byt
viditelne Ciry.

Vyssia odstrediva sila minimalizuje
mnozstvo zakaleného materialu,
ktory sa prenesie do purifikovanej
DNA (obréazok ¢. 3). Pred
pokracovanim by ste si maliu
vyrobcu skimaviek overit, ¢i 15 ml
skumavky na odstredovanie vydrzia
danu odstredivu silu.

DIhsia doba odstredovania (do

20 minut) moze byt prospesna

pre znizenie zakalu (vysoka Asq)
kone¢ného roztoku DNA.

7. Ciry supernatant opatrne
preneste pipetou do novej
15 ml centrifugacnej
skumavky. Pelety zlikvidujte.

Ponechajte maly objem supernatantu,
aby ste nenarusili pelety.

Pelety obsahuju zakalené necistoty.
Ak sa ndhodne narusia, skimavka by
sa mala znovu odstredit.
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8. K<¢iremu supernatantu + Poc¢as miesania s etanolom sa DNA
pridajte 1,2-nasobny objem precipituje.

95 % az 100 % etanolu izbovej | « Precipitovanad DNA sa moze javit ako

teploty. Jemne premiesajte zrazenina vldkien DNA (obrazok ¢. 4)

10-krat prevratenim. alebo ako jemnd zrazenina v zavislosti
od mnozstva DNA vo vzorke.

Obrdzok ¢. 4: Po pridani etanolu sa

DNA precipituje, ¢o méze mat za

ndsledok viditelnt zrazeninu vidkien.

9. Nechajte vzorku stét pri « Inkubacia pri teplote -20 °C sa
izbovej teplote 10 minut, aby neodporuca, pretoze spolu s DNA
sa DNA Uplne vyzraZzala. sa moOzu vyzrazat necistoty.

10. Odstredujte pri izbovej teplote
10 minut ¢o najvyssou
rychlostou. Minimalne 3 500 x g.

11. Opatrne odstrérite « Supernatant moze obsahovat

supernatant sklenenou alebo
plastovou pipetou a zlikvidujte
ho. Davajte pozor, aby ste
nenarusili pelety DNA.

DNA moze byt
nanesend
nastrane
skimavky.

Opatrne odstrarite
supernatant
pipetovanim
pozd( strany
protilahlej k
nénosu DN:

DNA sa mdze tiez hromadit ako
peleta na dne skimavky.

Obrdzok ¢. 5: Pouzitim Spicky pipety
na jemné poskrabanie po vnutornej
strane skumavky méZete odhalit
pritomnost ndnosu DNA.

necistoty a mal by sa ¢o najuplnejsie

odstranit.
« Precipitovana DNA sa bude
nachadzat ako peleta na dne
skumavky a pripadne ako $kvrna na
boku skimavky (obrazok ¢. 5).
Nénos DNA méze byt umiestneny na
strane skimavky odvratenej od
stredu centrifugy.
Nénos je mozné lokalizovat pomocou
4scratch” testu. Pritomnost nanosu
DNA mézete skontrolovat
oskrabanim vnutornej strany
skumavky pomocou Spicky pipety.
Méoze byt viditelna skvrna, ako je
znéazornené na obréazku ¢. 5.
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Kroky cistenia

12. Umyvanie etanolom:
Do skimavky opatrne pridajte
1 ml 70 % etanolu bez toho,
aby ste narusili nanos alebo
pelety. Nechajte ho odstat pri
izbovej teplote 1 minutu.
Jemne premiesajte a tplne
odstrarite etanol bez toho,
aby ste narusili pelety a
nanos.

Poznamky
Je dolezité odstranit zo vzorky
vsetok etanol. Prenos etanolu méze
ovplyvnit vykonnost testu.
Dbajte na to, aby ste nenarusili pelety
DNA alebo nater.
Na ulah¢enie UpIného odstranenia
supernatantu sa moze vykonat kratke
odstredenie (menej ako 1 minuta).
Ak sa peleta po etanolovom premyti
oddeli, odstredujte vzorku 5 minut ¢o
najvyssou rychlostou. Minimélne
3500 % g.

Kroky ¢istenia
15. Rehydratovanu DNA preneste
do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej
skimavky na uskladnenie.

Poznamky

13. V pripade vzoriek Oragene
rehydratujte DNA pridanim
0,2ml -1 mlroztoku TE a
30 sekund vzorku vortexujte.

V pripade vzoriek ORAcollect
rehydratujte DNA pridanim
0,2 ml roztoku TE a vzorku 30
sekund vortexujte.

Obrdzok ¢é. 6: Vortexovanie vzorky
pocas 30 sekund vdm umozni obnovit
DNA nanesenti na boku skimavky.
DNA zostane vysokomolekuldrna.

Ak je pozadovana vyssia koncentracia
DNA, objem TE sa mdze znizit. Malo
by sa pouzit minimalne 200 pl
roztoku TE.

Nadmerné vysusenie pelety

(> 10 minut) a pouzitie menej ako
500 pl roztoku TE moéze stazit
rehydrataciu (rozpustenie) DNA a
moze znizit vytazok alebo stazit
kvantifikaciu.

Precipitovana DNA sa bude
nachéadzat ako peletka na dne
skumavky a pripadne ako skvrna

na boku skimavky.

Aby sa zabezpecila maximélna
vytaznost DNA, musi sa vzorka po
pridani rozpustadla DNA (roztok TE)
vortexovat. Vortexovanie zabezpeci,
aby sa DNA nanesend na boku
skimavky zachytila (obrézok ¢. 6).
Vortexovanim sa DNA nefragmentuje.

Volitelny krok:

a) Rehydratovani DNA
odstredujte pri izbovej
teplote15 minut
rychlostou 15 000 X g.
Preneste supernatant do
cerstvej 1,5 ml
mikrocentrifugacnej
skumavky bez toho, aby
ste narusili peletu.

b

Vsimnite si, Ze peleta obsahuje
nerozpustny, zakaleny material.

+ Aby ste maximalizovali vytaznost
DNA, pred tymto krokom
centrifugacie zabezpecte, aby bola
DNA uplne rehydratovana (krok 14).

« Tento krok odstredovania zabezpeci,
Ze sa zo vzorky DNA odstréani vetok
zostévajuci zakaleny material.

« Pri prendsani ¢ireho supernatantu do
novej skimavky je potrebné dbat na
to, aby sa peleta nenarusila.

16. Moznosti skladovania uplne
rehydratovanej DNA:
a) V roztoku TE pri teplote
20 °C na dlhodobé
skladovanie. V pripade
potreby rozdelte na
alikvotné casti.
V roztoku TE pri teplote
4 °Caz 2 mesiace.

b

+ Zmrazenie purifikovanej DNA v TE
mbze sposobit precipitaciu DNA.
Pri rozmrazovani zmrazenej
purifikovanej DNA dbajte na
rehydrataciu, ako je uvedené v
kroku 14.

14. Aby sa zabezpecila UpInd
rehydratacia DNA, inkubujte
pri izbovej teplote cez noc s
ndslednym vortexovanim
alebo pri teplote 50 °C pocas
1 hodiny s ob¢asnym
vortexovanim.

NeUplna rehydratacia DNA je pri¢inou
nepresnosti pri odhade koncentracie

DNA a mozného zlyhania néaslednych

aplikacii, ako je PCR.

16 Vynikajtice vzorky « Osvedceny vykon
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Kvantifikacia DNA

Fluorescenénou metédou

Testy, ktoré pouzivaju fluorescencné farbiva, su $pecifickejsie ako absorbancia
pri vinovej dizke 260 nm na kvantifikiciu mnoZstva dvojvlaknovej DNA
(dsDNA) vo vzorke DNA. Odporucame pouzit komer¢ne dostupné supravy,
ako je Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
alebo QuantiFluor® dsDNA System (Promega). Pred pouzitim v kvantifika¢cnom
teste moze byt potrebné zriedit DNA s roztokom TE v pomere 1 : 50.

Absorpcnou metédou

Ak sa rozhodnete kvantifikovat DNA pomocou absorbancie, odporti¢ame vam,
aby ste precistent vzorku najprv osetrili RNdzou, aby sa rozstiepila
kontaminujuca RNA, a potom odstranili fragmenty RNA precipitdciou DNA
etanolom. Podrobny protokol je opisany v dokumente PD-PR-040, Odstrdnenie
RNA dvojitym rozkladom RNdzou.! Upozoriiujeme, ze DNA z oralnej vzorky
zvy¢ajne obsahuje vyrazne viac RNA ako vo vzorkdch krvi. Pred od¢itanim
absorbancie sa uistite, Ze je alkoholom precipitovand DNA uplne rozpustena.

Konverzny faktor: Absorbancia 1,0 pri vinovej dizke 260 nm zodpoveda
koncentrécii 50 ng/pl (50 pg/ml) pre ¢istd dvojvlaknovi DNA.

Uistite sa, Zze hodnoty absorbancie st v linearnom rozsahu spektrofotometra.
Zriedte a znovu zmerajte vzorky, ktoré sa nachadzaju mimo linedrneho
rozsahu. Dalgie informécie si pre¢itajte v dokumentcii néstroja.

Referencie
! Odstranenie RNA dvojitym rozkladom RNazou. PD-PR-040. DNA Genotek.
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Metéda

1. Zriedte 10 pl alikvétnu ¢ast purifikovanej DNA upravenej RNazou s 90 pl
roztoku TE (riedenie 1 : 10). Premiesajte jemnym pipetovanim hore a dole.
Pockajte, kym sa bublinky vy¢istia.

2. V referen¢nej (prazdnej) bunke pouzite roztok TE.
3. Merajte absorbanciu pri 320 nm, 280 nm a 00260 .

4. Vypotitajte korigované hodnoty Ajgp a A9 odpocitanim absorbancie pri
vinovej dlzke 320 nm (A30) od hodnot Ajgga Aggp -

5. Koncentracia DNA v ng/ul = korigovana Ao x 10 (faktor riedenia) x 50
(konverzny faktor).

6. Pomer Ajgo/Ajg: Korigovanu hodnotu A,g) vydelte korigovanou
hodnotou Ajg.

Priklad
1. Predpokladajme, Ze namerané hodnoty Az, = 0,025, Aygy = 0,175 a Ao =
0,295

2. Koncentracia DNA v neriedenej vzorke bude:
(Az60 - Azp0) x 10 [faktor riedenia] x 50 [konverzny faktor]

= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
= 135 ng/pl alebo 135 pg/ml

3. Korigovany pomer Ajgo/Ajg0 bude:
(Az60 ~ A320) + (Azg0 ~ A320)
= (0,295 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80
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Oragene-DNA a ORAcollect-DNA nie su k dispozicii na predaj v Spojenych Statoch americkych.
Pomdcka Oragene-DISCOVER je urcend len na vyskumné Ucely, nie na pouZitie pri
diagnostickych postupoch.

Niektoré produkty DNA Genotek nemusia byt dostupné vo vsetkych geografickych oblastiach.
QOragene, preplT, ORAcollect a DNA Genotek st ochranné znamky spolo¢nosti DNA Genotek Inc.
Vietky ostatné znacky a nazvy, ktoré su tu uvedené, su vlastnictvom ich prislusnych vlastnikov.
Vetky protokoly DNA Genotek, biele knihy a aplika¢né poznadmky st k dispozicii v ¢asti podpory
na nasej webovej stranke www.dnagenotek.com.

Legenda k oznaceniu:

=1 In vitro diagnosticka zdravotnicka pomocka
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ce Oznacenie CE
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Splnomocneny zastupca pre Eurépu

Splnomocneny zéstupca pre Svajciarsko
Cislo 3arze
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